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N° 20. E. Hadorn und E. Stumm-Zollinger, Zürich. — 
Untersuchungen zur biochemischen Auswirkung der 
Mutation „ letcil-translucida“ (Itr) von Drosophila 
melanogaster. (Mit 2 Textabbildungen.) 

(Aus dem Zoologisch-vergl. anatomischen Institut der Universität 
Zürich 1 .) 


1. Problemstellung 

Die Mutante letal-translucida (1 (3)tr; Locus 3; 20,7 ± 0,8) 
unterscheidet sich vom Wildtyp am augenfälligsten durch eine 
übermässige Ansammlung von Hämolymphe. In der zweiten Hälfte 
des Larvenlebens werden dadurch die /^-Homozygoten stark auf¬ 
gebläht und durchsichtig. Eine genauere Untersuchung (Hadorn 
1949) der Entwicklungsleistungen zeigte, dass Larven, die das 
dritte Stadium erreicht haben, sich mit einer Verspätung von 


1 Ausgeführt mit Unterstützung der Karl Hescheler-Stiftung. 
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24 Stunden verpuppen. Ein Teil von ihnen stellt dir Entwicklung 
kurz nach der Verpuppung ein; andere Individuen führen noch eine 
partielle Metamorphose in Kopf und Thorax durch. Die Letalität 
setzt sich aber immer mit voller Penetranz durch. Vitale Durch¬ 
brenner kommen nicht vor. 

Gloor (1949) hat versucht, allfällige biochemische Auswirkun¬ 
gen des ///--Faktors aufzudecken. Er fand u. a., dass der Anteil der 
Globuline (am Gesamteiweissgehalt) im Blut der letalen Larven 
bedeutend tiefer ist, als bei genetisch normalen Tieren. Hadorn 
und Mitchell (1951) konnten sodann mit papierchromatographi¬ 
schen Methoden feststellen, dass die Hämolymp he der Letalen 
überraschend reich sein muss an freien Aminosäuren und Poly¬ 
peptiden. Schliesslich lassen sich nach Wunderly und Gloor 
(1953) auch im Elektrophoresediagramm einige Unterschiede 
zwischen den Proteinfraktionen von „/Zr“ und „normal“ nachweisen. 

Nach diesen Befunden konnte man annehmen, dass die Muta¬ 
tion sich direkt oder indirekt im EiweisstofTwechsel auswirkt und 
dass die beobachtete Letalität eine Folge dieser Stoffwechsel¬ 
störungen sein kann. Da über biochemische Effekte von Letal¬ 
faktoren bisher noch äusserst wenig bekannt ist, schien es uns 
lohnenswert, weitere Daten über die stoffwechselphysiologische 
Wirkung der ///--Mutante sicherzustellen. Die vorliegende Arbeit 
soll Auskunft geben über den absoluten und relativen Gehalt der 
Mutante an Aminosäuren und Polypeptiden sowie über die für 
diese Stoffe in der Entwicklung ablaufenden Veränderungen. 
Direkte Vergleiche mit den Verhältnissen bei genetisch normalen 
Kontrollen sollten dabei den Grad der Abnormität aufdecken. 


2. Methodik 

Die von uns angewandte Technik stützt sich vor allem auf die 
Arbeiten von Hadorn und Mitchell (1951) und Boissonnas (1950). 
Der Letalfaktor (Itr) wird in einer balancierten Kombination über 
einem Inversionschromosom geführt, das die dominanten Markierer 
Me = Moire und Sb = Stubble enthält. Nachdem wir festgestellt 
hatten, dass die Heterozygoten (ItrjMeSb) sich in der Menge der freien 
Aminosäuren und Polypeptide nicht von den Tieren eines Wildstammes 
(Berlin) unterscheiden, konnten wir die heterozygoten Geschwister 
(ItrjMeSb) als normale Kontrollen verwenden und diese direkt mit den 
homozygot Letalen (Itrjltr) vergleichen. Kontrollen und letale Larven 

Rf.v. Suisse de Zool., T. 60, 1953. 33 
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wuchsen somit zusammen in den gleichen Zuchtschalen unter gleichen 
Ernährungsbedingungen auf. Es wurde auf Standardfutter (Mais-Agar- 
Zucker-Hefe) bei 25 ± 0,5°C gezüchtet. 

In einer ersten Vergleichsserie (Abb. 1) wurde die Menge der freien 
Aminosäuren und Popypeptide je pro Larve oder Puppe bestimmt. Die 
Tiere wurden in destilliertem Wasser gewaschen, mit Filtrierpapier 
getrocknet und direkt an den Startstellen des Chromatographiepapiers 
(Whatman Nr. 1) mit einem Glasstabe ausgequetscht. Die Larven 
wurden vorgängig ca. 40 Sekunden in kochendes Wasser gebracht. 
Da vor allem die //r-Puppen beim Kochen leicht kollabieren und Sub¬ 
stanz verlieren, wurden sie — wie auch die normalen Kontrollpuppen — 
ungekocht aufgetragen. Wie wir durch spezielle Messungen feststellten, 
hat übrigens das Kochen an sich keinen Einfluss auf die Quantität der 
zu bestimmenden Stoffe. 

Zur Bestimmung der Konzentration (Abb. 2) wurden je gleiche 
Mengen (2,4 mm 3 ) von Hämolymphe aus geöffneten letalen und nor¬ 
malen Larven mit einer Mikropipette aufgesogen und auf das Papier 
aufgetragen. 

Als Lösungsmittel für die Papierchromatographie (aufsteigend) 
verwendeten wir wässeriges n-Propanol (70%). Die entwickelten Chro¬ 
matogramme wurden luftgetrocknet. Um das adsorbierte atmosphärische 
NH 3 völlig zu entfernen, wurde daraufhin das Papier mit methanolischer 
Kalilauge (1%) besprüht und während 15 Minuten bei 60 ± 1° C im 
gut ventilierten Wärmeschrank getrocknet. 

Die freien Aminosäuren und Polypeptide sind jetzt in den Chroma¬ 
togrammen zwischen der Ausgangsstelle, wo die Substanz aufgetragen 
wurde und der Front, bis zu welcher das Lösungsmittel aufgestiegen ist, 
verteilt. Wir haben dann die Papierstreifen, welche die aufgestiegenen 
Stoffe je einer Larve, Puppe oder Hämolymphe-Probe enthalten, aus¬ 
geschnitten. Dabei wurde der Ausgangsfleck, der die Reste der ver¬ 
arbeiteten Larven und Puppen mit den nicht abgewanderten Proteinen 
enthält, wie auch die unmittelbare Frontzone weggelassen. Die so 
reduzierten Papierstreifen wurden einzeln in Reagensgläser gebracht, 
mit 5 cc Ninhydrinreagens übergossen und während genau 20 Minuten 
im kochenden Wasserbad erwärmt. Als Ninhydrinreagens wurde die im 
wesentlichen von Moore und Stein (1948) angegebene Zusammensetzung 
mit der von Boissonnas (1950) modifizierten Pufferung verwendet: 
1 gr Ninhydrin + 100 mg SnCl 2 2H 2 0 gelöst in 100 cc Methylcellosolve -j- 
+ 50 cc n-NaOH + 50 cc 2n—CH 3 COOH. 

Vor der Photometrierung wurde der Extrakt mit 5 cc einer wässerigen 
n-Propanollösung (50%) verdünnt. Für die Messungen, die nicht später 
als 2 Stunden nach der Extraktion und Färbung durchgeführt wurden, 
benützten wir das Beckman Spektrophotometer Modell DU. Die 
Extinktion wurde bei 570 mp, bestimmt. Bei dieser Wellenlänge besteht 
innerhalb weiter Konzentrationsbereiche eine lineare Beziehung zwischen 
dem Extinktionswert und der Konzentration der Ninhydrin-positiven 
Stoffe. 
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Trotz der Behandlung mit KOI! war es uns nicht möglich, die 
N11 4 Ionen, die auch eine positive Ninhydrinroaktion ergeben, 
gänzlich aus dem Papier zu entfernen. Zudem enthält das Reagens 
selbst Spuren dieser Ionen. Es war daher nötig, für jedes Chromatogramm 
einen Blindwert zu bestimmen, der sich zusammensetzt aus der positiven 
Farbreaktion des Reagens und der schwach positiven Reaktion des 
Papiers. Die einzelnen Blindwerte wurden überall von den im Beckman 
abgelesenen Extinktionswerten abgezogen. Da die im Papier verblei¬ 
benden NH 4 — Ionen nicht gleiclunässig über den ganzen Bogen verteilt 
zu sein brauchen, ist überdies der Grad der Papier-Inhomogenität 
zu berücksichtigen. Diesbezügliche Messungen zeigten, dass unsere 
Bestimmungen der Extinktion nach Abzug der variierenden Blindwerte 
maximal mit einem Fehler von 0,0125 belastet sein können. Wir 
werden im folgenden keine Schlüsse ziehen, die nur auf Grund einer 
grösseren Bestimmungsgenauigkeit erlaubt wären. 


3. Ergebnisse 

a) Die Gesamtmenge der freien Aminosäuren und Polypeptide 

pro Tier. 

Die Abbildung 1 fasst alle unsere Messungen zusammen. Jeder 
Punkt oder Kreis gibt den Extinktionswert der Ninhydrin-positiven 
Stoffe eines Chromatogrammes an, das mit der Substanz je einer 
Larve oder Puppe gewonnen wurde. 

Bei Larven im Alter von 84 h — von der Eiablage an gerechnet 
- ist noch kein Unterschied zwischen den letalen (Itr / It r ) und 
den normalen Genotypen (ItrfMeSb) festzestellen. Aber 
schon bei 96 h alten Larven wird eine Differenz manifest, die sich 
bis zur Verpuppungsreife (120 h) weiter verstärkt. Mit Eintritt 
der Metamorphose sinkt dann bei den normalen Tieren die Substanz¬ 
menge deutlich ab. Wahrscheinlich steigt sie erst bei alten Puppen 
(96 h) wieder etwas an. Dieser Kurvenverlauf entspricht weit¬ 
gehend den Feststellungen, die Agrell (1949) über die Veränderung 
der Aminosäurekonzentration während der Entwicklung von Calli- 
phora machen konnte. 

Bei letalen Tieren kommt es nach der Pupariumbildung zu 
einer weiteren Zunahme der frei wandernden Ninhydrin-positiven 
Stoffe. Schliesslich enthalten die Itrjltr- Puppen 6 bis 
8 mal mehr freie Aminosäuren und Poly¬ 
peptide als ihre g leiehalterigen Zucht¬ 
geschwister. Die Streuung der einzelnen Messwerte ist bei 
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den letalen Genotypen überall bedeutend grösser als bei den 
normalen. 



Abb. 1. 

Vergleich der Gesamtmenge an Xinhydrin-positiven Stoffen pro Tier für 
letale (Itrjltr) und normale (ItrjMeSb) Larven und Puppen. Ordinate: 
Extinktionswerte. Abszisse: Entwicklungsstadien mit Altersangabe in 
Stunden (h), für Larven von der Eiablage und für Puppen von der Pupa- 
riumbildung an gerechnet. Offene Kreise: Messwerte für letale Einzeltiere. 
Doppellinie: Verlauf der Mittelwertskurve der Letalen. Punkte: Messwerte 
für genetisch normale Kontrolltiere. Einfache Linie: Verlauf der normalen 
Mittelwertskurve. Zum Vergleich ist der Extinktionswert von 20 y Leucin 
angegeben. Oben: die Habitusbilder einer Ur/ltr -Larve und Puppe; unten: 
die entsprechenden normalen Stadien. Die Bilder sind nach Photographien 
gezeichnet, die im durchfallenden Licht aufgenommen wurden (vergl. 
Hadorx 1949). 


b) Die Konzentration der freien Aminosäuren und Polypeptide in 
der Hämolymphe. 

Hadorf und Mitchell (1951) haben gefunden, dass der 
Hauptanteil der Xinhydrin-positiven Stoffe, die beim Chromato- 
graphieren ganzer Larven oder junger Puppen auf dem Papier 
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verteilt werden, aus der Hämolymphe stammen. Nun akkumu¬ 
lieren die //r////’-Tiere von der Mitte des Larvenlebens an abnorm 
grosse Quantitäten von Körperflüssigkeit, ln der Tabelle 1 sind 
Frischgewicht, Trockengewicht und Wassermenge vergleichsweise 
für letale und normale Larven angegeben. Es handelt sich hier um 
zusammengefasste Mittelwerte, die wir der Arbeit von Chen (1951) 
entnehmen; dort sind auch die für unsere Betrachtung belanglosen 



Vergleich der Konzentration an Xinhydrin-positiven Stoffen in gleichen Mengen 
Hämolymphe (2,4 mm 3 ) von letalen (offene Kreise) und normalen Larven 
(kleinere Punkte). Übrige Bezeichnungen wie in Abb. 1. 

mittleren Fehler dieser Messdaten angegeben. Da die letalen Larven 
sich langsamer als die normalen entAvickeln (Hadorn 1949), haben 
sie erst mit 120 h ein Stadium erreicht, das dem Entwicklungs¬ 
zustand einer ausgewachsenen Normallarve von 96 h entspricht. 
Für diese direkt vergleichbaren verpuppungsreifen Stadien ergeben 
sich keine gesicherten Unterschiede im Trockengewicht, dagegen 
haben die Letalen ein etwa 2,5 mal höheres Frischgewicht als die 
Normalen. Dies beruht darauf, dass diese aufgeblähten Larven 
fast 3 mal mehr Hämolymphe enthalten. 

Wir haben jetzt zu prüfen, ob der höhere Gehalt an freien 
Aminosäuren und Polypeptiden (Abb. 1) in den Letaltieren lediglich 
durch eine Vermehrung einer Hämolymphe A T on normaler Kon¬ 
zentration entsteht. Wie die Abbildung 2 zeigt, kommt es bei 
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normalen Larven während des dritten Stadiums zu einem stetigen 
und regelmässigen Abfall der Konzentration. Die Hämolymphe 
verpuppungsreifer Larven (108—120 h) enthält also viel weniger 
freie Aminosäuren und Polypeptide pro Volumeneinheit als die¬ 
jenige jüngerer Stadien (84—96 h). Ein völlig anderes Bild ergibt 
sich für die entsprechenden Entwicklungsstadien letaler Larven. 
Hier wird einserseits die Menge der Hämolymphe stark vermehrt, 
andererseits setzt der für Normaltiere charakteristische Konzen¬ 
trationsabfall nicht ein. Verpuppungsreife Letal¬ 
larven unterscheiden sich somit in doppel¬ 
ter Hinsicht von normalen Genotypen: Sie 
enthalten rund dreimal mehr Hämolymphe 
pro Tier (Tabl. 1) und diese Hämolymphe ist 
mindestens doppelt so konzentriert für 
Aminosäuren und Polypeptide wie bei ver¬ 
puppungsreifen Xormallarven (Abb. 2). 

Tabelle 1 

Vergleich zwischen letalen Larven (ltr/ltr) und normalen Larven (Itr/MeSb) 
des gleichen physiologischen EntwicklungsStadiums. 

Frischgewicht, Trockengewicht und Wassermenge nach Chen (1951) 


Pro Larve 

letal 

120 h 

normal 

96 h 

letal i 

/normal 

Frischgewicht. 

Trockengewicht. 

Wassermenge. 

Aminosäuren und Polypeptide . . . 
Gesamt-Stickstoff. 

4,30 mg 
0,45 mg 
3,85 mg 
40 y „L“ 
0,042 mg 

1,75 mg 
0,42 mg 
1,33 mg 
10 y „L“ 
0,040 mg 

2,47 

(1,07) 

2,89 

4,00 

(1,05) 


Die Quantität der Aminosäuren und Polypeptide ist angegeben durch die 
Menge von Leucin („L“), die denselben Extinktionswert ergibt. Der Gesamt- 
Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt. Dort, wo keine signifikanten LTiter- 
schiede bestehen, ist die Verhältniszahl „letal: normal“ eingeklammert (letzte 
Kolonne). 

c) Restitution der Hämolymphe nach Punktieren . 

Werden aufgeblähte Larven der letal-translucida -Mutante an¬ 
gestochen, so fliesst die unter Druck stehende Hämolymphe fast 
völlig aus. Die Tiere schrumpfen dann sehr stark zusammen. 
Solche punktierte Larven sterben zwar häufig, einzelne aber 
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können sich erholen und weiterentwickeln. Dabei wird in etwa 
24 li die verlorene Hämolymphe wieder weitgehend bis völlig 
ersetzt, und es kommt erneut zur Aufblähung' der Larve. Wir 
bestimmten nun die Konzentration der Xinhydrin-positiven Stoffe 
in dieser Ersatzhämolvmphe und fanden durchwegs die für Urlltr 
typischen, d. h. abnorm hohen Werte. Die neue Hämolymphe ist 
von der ..alten 4 * nicht zu unterscheiden. Dieses Verhalten zeigt, 
dass die Mutante offenbar im fortgeschrittenen Stadium nicht fähig 
ist, eine Hämolymphe von normaler Konzentration zu bilden. 
Der hohe Gehalt an Aminosäuren und Poly¬ 
peptiden erscheint vielmehr als ein charak¬ 
teristisches physiologisches Merkmal dieses 
Genotypus, das auch unter stark veränderten Bedingungen 
erhalten bleibt. 


4. Diskussion der Ergebnisse 

Unsere Bestimmungen haben gezeigt, dass der Letalfaktor Itr 
so in den Stoffwechsel eingreift, dass im Körper und namentlich 
in der Hämolymphe der älteren Larvenstadien und der Puppen 
abnorm hohe Mengen an freien Aminosäuren und Polypeptiden 
auftreten. Xun ist anderseits die Trockensubstanz und der Gesamt- 
stiekstoff (Tab. 1) bei letalen Genotypen nicht höher als bei gene¬ 
tisch normalen Vergleichstieren. Dies bedeutet, dass der zur 
Letalität führende Zustand durch eine Verschiebung im Protein¬ 
stoffwechsel charakterisiert ist: es ist ein Zuviel an 
Eiweissbausteinen und ein entsprechendes 
Zuwenig an Proteinen festzustellen. Es liegt 
nahe, anzunehmen, dass die Störung deshalb entsteht, weil die 
Mutante aus genphysiologischen Gründen nicht fähig ist, die 
Eiweiss-Synthese normal zu vollziehen. Diese Deutung wird ge¬ 
stützt durch die Tatsache, dass normale Larven in der Zeit, die 
der Verpuppung vorausgeht, intensiv wachsen. Während dieser 
Zeit, da viel neue Zellsubstanz aufgebaut wird, nimmt die Kon¬ 
zentration der Eiweissbausteine in der Hämolymphe stark ab 
(Abb. 2). Bei den letalen Genotypen erfolgt in den entsprechenden 
Entwicklungsphasen zwar auch eine Substanzzunahme. Es werden 
Trockengewichte und Stickstoffmengen assimiliert, die keineswegs 
tiefer sind als bei Xormaltieren. Das ..Wachstum" beschränkt sich 
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dabei aber vornehmlich auf die Zunahme an freien Aminosäuren 
und Polypeptiden. Der Konzentrationsabfall in der Hämolymphe 
unterbleibt. 

Wir haben nun aber noch ein zweites physiologisches Phän 
des ltr-Syndroms zu berücksichtigen: die enorme Vermehrung 
der Flüssigkeitsmenge der Hämolymphe. Es 
ist möglich, dass es sich hier um einen sekundär bedingten Pleio- 
tropie-Effekt handelt. Wenn primär der Proteinstoffwechsel be¬ 
troffen wäre, so könnten die hohen Konzentrationen an osmotisch 
wirksamen Aminosäuren eine kompensatorische Wasseraufnahme 
bewirken. 

Als zweite Möglichkeit wäre eine primäre Störung der Osmo- 
regulation in Betracht zu ziehen, die etwa durch abnorme Funktion 
der Malpighischen Gefässe oder des Analorganes (Gloor und 
Chen 1950) bedingt sein könnte. Dann wäre anzunehmen, dass 
der Organismus der drohenden Verwässerung nur dann entgehen 
kann, wenn er osmotisch wirksame Stoffe freilässt. Die Amino¬ 
säuren und Polypeptide könnten diese Aufgabe erfüllen; sie stün¬ 
den dann aber nicht mehr für den Eiweissaufbau zur Verfügung 
oder müssten sogar durch Abbau von Körperproteinen gewonnen 
werden. 

Wir können zur Zeit nicht entscheiden, wie der Z/r-Faktor 
primär wirkt, ob eine Störung im Eiweisstoffwechsel den abnormen 
Wasserhaushalt bedingt oder ob eine defekte Osmoregulation die 
Anomalie im Proteinstoffwechsel zur Folge hat. Schliesslich wäre 
es auch möglich, dass beide Phäne direkt und unmittelbar durch 
die genetische Konstitution verursacht sein könnten. 

Wir haben soweit lediglich Angaben über die Gesamtmenge 
aller Aminosäuren und Polypeptide mitgeteilt. Es wird Aufgabe 
einer weiteren Arbeit sein, zu untersuchen, ob die verschiedenen 
Aminosäuren und Polypeptide gleiclimässig an der abnormen Ver¬ 
mehrung beteilgt sind, die für die Zfr-Mutante charakteristisch ist. 

5. Summary 

1. The quantities of ninhydrin-positive substances in the body 
and the hemolymph of larvae and pupae of the mutant „lethal- 
translucida “ of Drosophila melanogaster have been determined 
through the use of Chromatographie and colorimetric methods and 
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compared with Ihe quantities of these substances in corresponding 
stages of normal genotypes. 

2 . 1t was found that the Itr -lethals in late larval and in pupal 
stages contain 4-8 times more free amino acids and peptides than 
normal animals of the same physiological age. 

3. Letlial larvae accuinulate not only about 3 times more 
hemolymph than the normal Controls, but also maintain in tlieir 
hemolymph a concentration of ninhydrin-positive substances 
which reaches up to 4 times the value charaeteristic of normal 
larvae at the onset of metamorphosis. 

4. In spite of the enormous accumulation of free amino acids 
and peptides no differences in the dry weight and the total nitrogen 
content between lethal and corresponding normal larvae have 
been found. Therefore, it is coneluded that the lethal factor causes 
a disturbance in the protein metabolism. 

5. The possible causal relations between the abnormal protein 
metabolism and the high accumulation of water is discussed. It 
is not yet feasible to decide which of these processes is primarily 
and which becomes only secondarily affected by the mutant factor. 
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N° 21. P. S. Chen, Zürich. -— Die Entwicklung des Ur- 
segmentmaterials von Bombinator im Tritonkeim 
(Transplantationen im Gastrulastadium) U 
(Mit 6 Textabbildungen.) 

(Aus dem Zoologisch-vergl. anatomischen Institut der Universität 
Zürich.) 


In einer neulich erschienenen Arbeit hat Baltzer (1952) auf 
die Schwierigkeit der Homologisierung der LTsegmente von Anuren 
zu Urodelen hingewiesen. Kurz nach dem Schluss der Xeuralwülste 
besitzen die beiden Amphibientypen bereits deutlich segmentierte 
Somiten, die im allgemeinen recht ähnlich aussehen. Bei näherer 
Betrachtung zeigen sich aber sowohl in der Zahl der Somiten als 
auch in der Grösse des einzelnen Segments starke Unterschiede. 
Infolgedessen ist eine Homologisierung schwierig, weil eben ..die 
Urodelen mit zahlreichen und die Anuren mit wenigen Segmenten 
nicht Segment für Segment vergleichbar sind” (Baltzer 1952). 
Auf diese Problematik hat schon Spemann (1915) hingewiesen. 

Trotz der morphologischen Divergenzen können jedoch ge¬ 
meinsame Faktoren vorhanden sein, die auf die Entwicklung der 
Somiten in den beiden Amphibienordnungen in ähnlicher Weise 
einwirken. Um diese Möglichkeit experimentell zu prüfen, müssen 
wir entwicklungsphysiologische Methoden anwenden, die eine 
kausale Analyse der Differenzierungsvorgänge ermöglichen. In 
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herzlichen Dank aussprechen. 




